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Abstract 



Diagnostic agent for the detection of component materials, in liquids and method of production. The 
diagnostic agent includes a water resistant film composed of a film- former and contains a film opener in the 
form of fine, insoluble inorganic or organic particles. 
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® Diagnostisches Mittel zum Nachweis von Bestandteilen von Flussigkeiten una Verfahren zu seiner Herstellung. 
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@ Gegensiand der Erfindung sind neue diagnostische Mit- 
tel zum Nachweis von korpuskularen, hochmolekularen und 
niedermolekularen Stoften in Flussigkeiten, vorzugsweise 
Korperflussigkeiten, die aus flussigkeitsfesten FHmen beste- 
hen, die die fur den jeweiligen Nachweis notwendigen Rea- 
genzien enthalten und die durch denZusaiz von FilmSffnern 
in Form feiner unloslicher anorganischer oder organischer 
Partikel fur die nachzuweisenden Stoffe durch lassig gemacht 
sind und Verfahren zur Herstellung solcher diagnostischen 
Mittel. 
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Diagnostisches ilittel zum Machueis von Bestandteilen 
von Fliissigkeiten 



Der Nachweis der Inhaltsstof f e von Fliissigkeiten miiiceis Test- 
straif en ^rewinnt eine immer groBere Bedeutung. Sie liefern in 
vielen .FSllen einfache, preiswerte und schnelle Nachweisver- 
:^.ren. Weitverbreitet sind Teststreifen in der Harndiagnostik 
*^s> qualitative und semiquantitative Nachweisverf ahren . 
Spezielle Teststreifen konnen auch zum Nachweis von Inhalts- 
stoffen von Blut una Serum in_der arztlichen Diagnose einge- 
setzt warden, Dariiber hinaus werden Teststreifen auch zur Unter 
suchung von Getranken, Trinkwasser, Abwasser und anderen in der 
Industrie anfallenden Fliissigkeiten vielfach genutzt. 

Eine Schwierigkeit fur die quantitative Auswertung der Nachweis 
Methoden insbesondere fur hochmolekulare und korpuskulare Be- 
standteile von Fliissigkeiten auf Teststreif en-Basis bestand bis 
her darin, dafi fast auSschliefllich Papier als saugender Trager 
eingesetzt wurde. Beispielsweise sei die Bestimmungsiriethode vorn 
Hamoglobin nach Tallqvist im Blut angefuhrt. Die Homogenitat im 
Bezug auf Schichtdicke, Struktur und Zusantmensetzung , wie sie 
fur quantitative Teste erforderlich ist, ist bei Papieren nur 
schwer zu erreichen. Bei Verwendung von Papier en fur quanti- 
tative Teste erweist es sich weiter als nachteilig, dafi haufig 
eine exakte Dosierung dss Probenmater ials notwendig ist. 

Sinen grofien Fortschritt fiir die quantitative Bescimmung 
niedermolekularer Stoffe erbrachte die Verwendung von Filmen 
gema3 DBP 1 5 98 153. Diese Filme konnen in ihren Eigenschaf ten 
den jev?eiligen Analysenverf ahren angepaBt werden. Sie verlancen 
keine prazise Dosierung des Untersuchungsguts und reagieren 
gleicr.ermaflen rait Ham, Plasma, ^erum oder Vollblut. Nach einer 
kurzen Einwirkzeit v/ird das ub-r^cr iissige Probenmaterial ein- 
iacn ..bgev/xscht. Auf Grund der go.iugen PorengroSe dieser Fil..ie 
ermo^lichen sie eine Abtrennun-/ tir, r dispergierten oder 
suspendiertcn Besrandteile cer u*itersuchenden Losuncj, hscw. 
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der Srythr-^ytan d-s 3iutes, von den niedsrmclekuiaren, 
re 16s ten Inhaltsstcf f 2n. 

Diese Filme konnen zur Verbesserung ihrer Eigenschaf ten auch 
gsringe Mengen von Hilfsstoffen bspw. Pigmente wie Kreide cdar 
Titandioxid zur Srhohung der Remission enthalten. 

^■"Lese Filme konnen absr nicht eingesetzt weraen, wenn cell;- J r - 
^szaiid-ieiie cdar grc£a ^ciexule, z.B. Enzyme, bestisant ..'!.r...- 
pollen. Derartige Substanzen dringen nicht Oder nicht aus- 
rsichend in den Film ein, urn eine me fl bare Reaktion zu bewirkcr,. 
Aus ciesem Grunde lassen sich mit diesem Filmprinzip z.B. keine 
brauchbaren Teste fur den Nachweis von Hamoglobin, Cholestsrin 
in Lipoproteinen oder Enzymen herstellen. 

Zs wurde nun vollig uberraschend gefunden, daB saugende, 
"of fene" Filme erhalten werden, wenn in die wassrige Dispersion 
jder orcanische Losung f ilinbildender Substanzen, aus der der 
uniosiiche Film gebildet wird, Feststoffe in Form feiner, 
Mnioslicher, organischer oder anorganischer Partikel gegeben 
werdex:. Fiimbildende Substanz und zugesetzter Feststoff mils sr. a 

der zu untersuchenden Fliissigkeit, ublicherweise einer 
vsLssrigen Losung, unloslich sein. Da der Feststoff selbsc 
nicr.t ''reagiert" , ist seine Zusammensetzung unkritisch , ver- 
v/encez werden kann bspw* Cellulose, Kieseigur, Kieselgel, 
?'sZ*lltsr Gips , Calciumcarbonat, Kaolin, Polyamid, Glas u.a. 
^■s ■•srhSitnis dieser Stoffe, im folgenden "Filmof f ner " ge- 
.Mr.r.~, zu -ilmbiianer kann 20:1 bis 0,5; 1 bevorzugt 5:1 biz . .: 
'^etrag&n. Fs hangt vcm verwendeten Filmof fner und Filmbilcner 
- xe vcn dem vorgesehenen Verwendungszweck ab. Mit steiger.dsr. 

^^wi*. ?iliT.3Ifner und steigender spezificcher Oberfiache Lns 
-^r*- end ^ ten Materials wird der Film saugfahiger. Ubiicherw^i ^ j 
-vacen die Filmof tner eine KorngroSe von 0,1 bis 200 / u, 
-crzucsveice von 0,2 bis 20 ^u. 

i>.erschreitet uer Anteil an Filmof fner eine bestimmte Crenze, 
so ,'ird der Film mechanisch instabil. Wird zu wenig Filmof fner 
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_r. den Film jeriarf ~. . wird fur hocbmoiekulare oder ceiluiare 
seacanateile uncurchiassig . Z.B. sollte das Verhaltnis' Film- 
j^ilner zu Filmbildner cevorzugt 5:1 bis 2:'i betragen, wenn 
Viyamid oder gefallter Gips als Filmoffner und eine wassrige 
dispersion von Polyvinylpropionau als Filmbildner verwendet 
warden. Wire hingegen Kieselgur verwendet, so scllte das 
^■-"haltnis vorzugsweise 2:1 bis 1:1 betragen. 

- ... 

.;ier .Dchiaoieku-irer. Innaitsirc ::=n wercen soicr.a roil, einem 

!5cl. -Gewicht von iiber 50,000, unzer niedermolekularen soiche 

:ait einem Mol.-Gewicht von unter 500 verstanden. 

3eeicnete piinibildner sind bevorzugt organische Kunststof f e , 
vie Pclyviny lesser , Poly vinyiacetale, Polyacrylester , 
rolvmec:.acryisaure , Pciyacrylamide , Polyamide, Polystyrol, 
Mischccivraerisate, 2.3- von Eutadien und Styrol oder von 
. /i= -i ,■ -saureesrer und Vinylacetat , jedoch konnen auch andere 
r limb licence, naturiiche und synrhatische organische Bolymere 
sowie Mis chun ci en derselben bevorzug- in Form von wassrigen 
Eisners ionen, ven^endet werden. Die Filmbildner konnen auch in 
crcranischen Losungsmit-celn gelost sain, z.B. ein Copolymerisat 
cius Vinvlchlorid und Vinylpropionar. in Essigesrer. 

vie Disoersionen oder Lo sung en lassen sich auf einer Unterlage 
zu einer cleichmaBigen Schicht verstreichen, die nach dem 
Trocknen einen was ser fasten Film ergibt. Die trockenen Filme 
/.-ben eine Dicke von 10 bis 500 ^u, vorzugsweise von 
30 - 200 ^u. 

ZLp. besonderer Vcrtsil gegenuber saugfahigen Papieren besteht 
tiarin, daB soiche Filme einf acher , cleichmaBiger und re- 
oroduzierbarer gefartigt werden konnen. Der Film kann nit der 
Unterlage als Tracer zusammen ver^e-viet werden oder fur die 
iJacnwej sreaktion von ihr abgezoc =>r. nd bspw. auf einen anderen 
Trager iuf gebracht: werden. Trager fir die beschichtefcen Filme 
.■ind vorzugsweise Sur.ststcf f-Fo! ien - Es konnen aber auch and^r* 
Foiian, Papier-, Sr.sis^cf f-Ta-T;- , Clas. Metall usw. als 
Tracer eincese-i- z «erdsn f ./snr evi:: Verv/endungszweck 
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fur r-.ch*;eisr<2rtKt2.on err or der lichen Reaqenzien werden 

ncrzvalerveis« d-refct. xir die Dispersion geceben. Sofern 
vorteiinaf t, kann der gebiidete Film aber nit ihnen auch 
L'r^raaniert verden- Auch cine Vcrimpragnierung der Filiaoif r,sr 
rriit den Reager.zien ist mogiich. Die Verfahren lassen sich aui:- 
c^rart KorrJbinieren, dafi z.B. bestimmte Bestandteile in die 
Uisoersion gsgeban werden und and^re auf den Film nach- 
Ir.cracniert werden. Dadurch iaBt sich eine gewisse, raumliche 
Tr-innuncr der Best^ndteiia erreichen, was zu stabileren oder 
r r ;2/.-:ver3H Tester, ruhren kann. Eine veitere MoglichkaxL, 
Rezepcurbest.andt.eile voneinander zu trennen, besteht darin, si 
auf verschiedene 3eschicht£mgsmassen zu verteilen und diese i~ 
der ootimalen Reihenfolge nacheinander zu beschichten, so da£ 
em Mehrschichten-Systein entstehr. 

Sofern no wig, lassen sich Verdickungsmittei, Emuigatoren, 
Dz-S-cergieriuittei, Pigmente, wie z.B. Titandioxid, Weictenac£.e? f 
"iaizmirtel usw . , zusetzen. 

"ispergiermittel, Emuigatoren und Verdickungsmittel dienen 
I-lers-cellen und Stabilisieren der Dispersionen. Pigmente, vie 
z.B- Titandioxid , die identisch mit dem Filmoffner sein kcnns.- 
'-erbessem die Remiss icnseigenschaf ten von Filmen, indem sie 
Jvir ir.dglichst geringe Transparenz und erhdhte Remission der 
rilne 3 erg en. Dies ist insbesondere dann von Vorteil , wenn -I:.-: 
zo erhaltenen diagnostischen Prufmittel remissionsphotometrxs.- 
-f ^ccrewer-et werden sollen. Mit Weichmachera lassen sich die 
Eicenschaf ten der Filmbeschichtungsmassen sowie der Filme 
j.pcir.xeren. Z.B. werden ihre Standf estigkeit , ihre Viskosit^x 
xhre Haftung auf der zu beschichtenden Unrerlage u.a. ver- 
bessem- Netzmittel werden eingesetzt, um eine bessere 
-er.eezur.g des Films durch das Probengut zu erreichen. Sie 
konnen gieichzeitig auch Reakcionen katalysieren oder Re- 
."ipzuren srabilisieren oder die Reaktionsf arbe brillanter 
zionrrascreicher rnachen. 

:_,;chi die vcrstehend beschriebenen Filme vorzugsweise zur. 
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^ntvickelt v.'urde::, sine sie seibstverstandlich auch zum 
\-acr..veis und =ur Ees-immur.g von niecermolekularen Verbindunaer. 
ceexgnet. Gegeniiber den.Filnen geraaB DBP 15 98 153 haben sie 
dan Vorteil, die Cater suchur.gslosung starker und schneller 
aufzusaugen und dadurch inter.sivere Reaktionen zu zeigen. Bei 
geeignerer Wahl des Verhaltr.isses von Filmoffner zu Film- 
klcner, das noch zusatzlich von der Art dieser Stoffe abhSngt, 
.,:. ? -.,-. von 0,5:1 bis 2:1, isz es in nanchen Filler. sSglich, cas 
Eindringen hoctanolekularer Stoffe in den Fill?., das sonst zu 
Storungen AnlaS geben konnte, zu unterdriicken und nur die 
niedermolekularen Stoffe nachzuweisen bzw. zu bestiirsmen. 
Die hierin beschriebenen Filme werden vorzugsweise beira Nachweis 
der Inhaltsstoffe von Korperf liissigkeiten, wie Karn, Blut, Serum 
unc Speichel eingesetzt, konnen jedoch in geeigneter Modifizie- 
rung auch in anderen waBrigen Fiussigkeiten wie Trinkwasser, 
abwasser etc. und gegebenenf alls auch in organischen Losungs- 
rr.it tela, in denen sie unloslich sind, eingesetzt werden. 

Gegenstand der vcrliegenden Erfindung ist ein diagnosfcisches 
Mittel zum Nachweis von korpuskularen, hochmolekularen und 
niedermolekularen Inhaltsstoff en von Fiussigkeiten, wie 
es in den ?a^ en-car. spriichen naher cekennzeichnet ist. 

Die groBen Vorteile bestehen aarin, da6 der Film, der die 
benotigten Reagenzien aufninmt, auf den vorgesehenen Ver- 
wendvmgszweck gezielt eingestellt werden kann, indem man die 
besten'geeignecen Filmbildner, Filmoffner usw. auswahlt. Ein 
weiterer grcBer Vorteil ergibt sich daraus, daB auf prazise 
Probendosierung verzichtet werden kann, well der Film das 
Probenmaterial selbst dosiert. Der tjberschuB wird einfach nach 
einer gewissen Einwirkungszeit abgewischt. 

Tm fcigenden werdsn eiaige SeispUle fur das erf indungsgemafle 
Mitral gegeben. 



J 
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Zur fleratelluag elnes Reagenzf ilmes zum Nachweis von 
Cholesterin in Serua wird eine Dispersion folgender Zusamman- 
serzung bereitet: 

^ Cellulose - 

Pclyvinyipropionat-Dispersion 

.'30 r . ir. Cesser) , „ 

- g 

Methyihydrcxypropyl-Cellalcse 0,042 g 

Titancioxid-Pulver -> 

2 g 

Ckolesterinesrerase 12C0 U 

Cholesterinoxidase 8oo 0 

Peroxidase 2600Q Q 

Gaiiussaure 0,0032 g 
Zine Losung von 0,2 g 3,3" ,5,5'- 
Tetra.-necnylbenzidin unc 0,17 g 
Dioctylaaci-iumsulf osuccinat in 

■0,74 al Ace-con 1 ml 

Kaiiu.'aaihydrogen-Phosphat • 0,049 c 

Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat 0,167 g 
asst. Wasser 19>5 ^ 

:ie Mischang wird auf cine Poiycarbonat-Folie in einer 300 u 
riicken scaichc aufgetragen und anschlieQend ir.it Warmluft '' 
lenrocknet. Die so erhaltene Reagenzschicht ergab mit 
c.-.elesterinhaltigen Seren in Abhangigkeit von der CH-Konzen- 
..rat.ij.-i gut -bgsstnfte, blaue Farbungen. 

\,icn Justieran des mit einer linearen Skala versehenen 
.Msaisaionaphotoaeters (Rexloaat G ) mit dem unbemitzten Test- 
careifen 0 Skalenteile und mit einer schwarzen Folie auf 

.iO s::alur.reile erhalt man fur die den Biauf arbungen ent- 
..prechandcn Cholesterinkonzentrationen die folgenden Me0wert,r 
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O mg 
100 mg 
200 mg 
300 mg 
400 mg 
500 mg 
600 mg 
Schwars 



0 Skalenteile 
6 



Kcntrollf olie 



44 
66 
76 
33 
88 
100 



Beispiel 2 

Fur einen Test zum Nachweis von Erythrozyten im Karn wurde 
zur.achs-c ein Film aus folgender Mischung hergestellt: 

Polvvinylpropicnat-Dispersion 



(50 % in Wasser) 50 g 

Kaolin 60 g 

Dioctylnatriumsulf osuccinat 2 g 

dest. Wasser 140 ml 



Die Mischung wurde in einer 400^u starken Schicht auf eine 
Polycarbonat-Folie aufgetragen una anschlieflend mit Warmluft 
getrocknet. Der so erhaltene Film wird mit den unten auf- 
gefiihrten Losungen I und II impragniert und nach jeder 
Impragnierung mit Warmluft getrocknet. 

Losuncr I 



EDTA - Na 2 1 g* 

Trinatriumcitrat • 2H^O 15,7 g 

Citronensaure • E 9 0 3,48 g 

Phosphor sauretrimorpholid 30,5 g 

Benzo-lichtgalb 0 f 048 g 

dest. Nasser 190 ml 
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Dazu werden 3,2 g 2, 5-Dimethyl-2, 5-dihydroperoxih£xan in 
60 ml Methanol gelost gegeben. 

Losuna II 



3 f 3 1 ,5,5 ! -Tetrainethylben2idin 0,56 g 

Dioctylnatriumsulfosuccinat 1,0 g 

Phenanthridin 1,4 g 

Phenyisemicarbazid 0,06 g 

Toluol 100 ml 

Methoxyethanol 10 ml 

Petrolether 90 ml 



Der so erhaltene Film ergibt mit erythrozytenhaltigen Harnen 
grune Farbungen. 



Beispiel 3 

Fin Film fur den Nachweis von Nitrit im Ham wurde wie fol.gt 
erhaiten: 

In die unten aufgefiihrte Losung a) wurden 10 g Cellulose 
ningeruhrt, abfiltriert und in -Warmluf t getrocknet. 

Los una a) 



3 -Hydroxy- 1 , 2, 3, 4-tetra-hydrobenzo- [h]-chinolin 0,392 <; 

Sulfanilamid O p 344 a 

L-Weinsaure 5,00 

Methanol p. A. 200 -xi 

Mit der so impragnierten Cellulose wurde die f olgende Beschich- 
tungsmasse hergestellt: 
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Impragnierte Cellulose 
Methylhydroxypropyl-Cellulose 

Polyvinylpropionat-Dispersion (50 % in Wasser) 
10 %-ige Losung von Dioctylnatriumsulfosuccinat 
in Aceton 
dest. Wasser 

2s wurde eine 4C0^u dicke Schicht der Masse auf eine Polyes-cer- 
fwlie aufgetragen und mit Warxaluft getrocknet. Der wasser- 
unlosliche Film ergab mit nitrithaltigen Flussigkeiten, bei- 
spielsweise Harn oder Abwassern der Industrie, rote Farb- 
reaktionen. 

Beispiel 4 

Fur den Nachweis von Hemoglobin in Blut wurde ein Reagenzfiim 
aus folgender Mischung hergestellt: 

Cellulose 20 g 
Polyvinylpropionat-Dispersion 

(50 % in Wasser) 15 g 

Dioctylnatriumsulfosuccinat 0,3 g 

0,5 mol P0 4 -Puffer, pH = 7 75 ml 

Die Mischung wurde in einer 20Q^u dicken Schicht auf eine 
Pclyester-Folie aufgetragen und mit Warmluft getrocknet. 

Lafit man aus einer Verdiinnungsreihe vcn Blut mit verschiedenem 
Hamoglobin-Gehalt jeweils 1 Tropfen 1 Minute auf dem Test 
einwirken, so erhalt man nach Abwischen des Tropfens mit Watte 
abgestufte Farbungen. 



10,00 g 
0,03 g 

3 ml 
35 ml 



"ermiat man die entstandene Farbung der Teststreifen am 
Kemissionsphot^neter (PMQ3 von Zeifi) bei 540 nm, dann erhSlt 
man in Abhangigkeit von der Hamoglobinkonzentration folgende 
Mefiwerte: 



10 ~ 
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g KB/1 



53 
TOO 
150 
201 



% R 



46,1 
38,8 
31,7 
25.5 



B e i s r> i e 1 5 



Zur Feststellung cer Grenzen des Verf ahrens wurde in einer zu 
BeiSDiel 4 analogen Mischung FiLmoffner und Filmbildner 
variiert und Filroe mit fo'lganden Eigenschaf ten erhalten: 
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/ 
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Fiimoffner/Filmbildner 


Eigenschaften bei 
Reaktion mit den Erythro- 


Kieselgur : Polyvinylpropionat 


zyten im Blut 


0,5 : 1 


Stabiler Film, Erythrozyten 
dringen nur an einigen 
Stellen ein. 


1 : 1 


Stabiler Film, gleichmaBige 
Reaktion des ganzen Films. 


4 : 1 


GleichmaBige Reaktion des 
ganzen Films, Filmmaterial 
wird beim Abwischen bereits 
teilweise abgeldst. 


Gips : Polyvinylpropionat 


3 : 1 


Stabiler Film, geringfugige 
Anf arbung . 



4 bis 10 : 1 Stabiler Film, gleichmaBige, 

tiefe Arif arbung. 



20 : 1 Bei geringem Druck abwisch- 

f ester Film, gleichmaBige 
Anf arbung, Tropfen "chroma- 
tographiert" am Rand. 



12 - 
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P atantansprliche 



D< s. mostisches Mittel zum Nachweis von Inhaltsstof f en von 
FlUssigkeiten bestehend aus einem f liissigkeitsfesten Film, 
dadurch gekennzeichnet , da3 er Filmoffner in Form feiner, 
unlcslicher anorganischer cder organischer Partikel 
und die fur den Nachweis erf order lichen Reagenzien enthalt- 

Diagnostisches Mitt el gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Verhaitnis Filmoffner zu 
Fil^bildner 20:1 bis 0,5:1 betragt. 

Diagnostisches Mittel gemaB Anspruch 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Film zum Nachweis hochmolekularer 
und korpuskularer Stoffe ein Verhaltnis von Filmoffner zu . 
Filmbildner von 1:1 bis 20:1 aufweist. 

Diagnostisches Mittel gemafi Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Verhaltnis von Filmoffner zu Filmbildner 
2:1 bis 5:1 betragt. 

Diagnostisches Mittel gemaB Anspruch 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Film zum Nachweis von Stoffen mit 
kleinem bis mittlerem Molekulargewicht ein Verhaltnis von 
Filmoffner zu Filmbildner von 0,5:1 bis 2:1 aufweist. 

Diagnostisches Mittel gemaB Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Film auf einem TrSger befestigt ist. 

Diagnostisches Mittel gemaB Anspruche 1-6, dadurch 
gekennzeichnet, daB Film und Filmoffner wasserfest sind 
und zum Nachweis von Inhaltsstof fen in wassrigen Fliissig- 
keiten geeignet sind. 



- 13 - 
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Verfahrsn zur Hersteilung von diagnostischen Mitteln 
genafl einem der Anspruche 1 - 6 r dadarch gekennzeichnet r 
daB man eine LSsung Oder Dispersion des Filmbildners in 
einer geeigneten Fliissigkeit mit dem Filmoffner, sowie 
gegebenenf alls den notwendigen Reagenzien und Hilfs- 
stoffen, mischt, die Mischung auf einer Unterlage zu einem 
diinnen Film ausformt und die Fliissigkeit abdampft, worauf 

4 

der entstandene Film gegebenenf alls mit Reagenzien im- 
pragniert wird . 

Verfahren nach Anspruch'7, dadurch gekennzeichnet/ daB der 
Film von der Unterlage gelost und auf einen TrMger be- 
festigt wird. 
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